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研究成果の概要（和文）：正常ヒト骨髄において、血管内皮細胞とは独立の、方錐形をしたネス
チン陽性細胞が、血管壁を構成する細胞の一部として観察された。一方、骨髄異形成症候群患
者骨髄ではこのような構造が破壊されていた。また、ネスチンを発現する細胞で Notchシグナ
ルが低下するように作製したマウスでは、胎生期造血に異常が観察されたことから、ネスチン
を発現する造血支持細胞における Notchシグナルが造血に重要な役割を演じていることが示唆
された。 
 
研究成果の概要（英文）：In normal human bone marrow, spindle-shaped nestin-expressing 
cells, distinct from endothelial cells, were shown as the vascular vessel wall-constituting 
cells. In contrast, such a structure was disarranged in the bone marrow of myelodyspoastic 
syndrome patients. We further found abnormalities in fetal liver hematopoiesis in mice 
with knocked-down Notch signaling in cells expressing nestin, implying important roles of 
Notch signaling in nestin-expressing stromal cells in hematopoiesis. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 
 直接経費 間接経費 合 計 
交付決定額 2,800,000 840,000 3,640,000 
 
研究分野：血液内科学 
科研費の分科・細目：内科系臨床医学・血液内科学 
キーワード：ネスチン、骨髄異形成症候群 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) 骨髄異形成症候群（MDS）における正常
造血障害：MDS は異常造血細胞のクローン
性増殖性疾患であり汎血球減少を伴う。血球
減少は、正常造血が抑制される一方で、クロ
ーン性造血細胞が無効造血を行うことによ
る。正常造血抑制には、骨髄環境の異常が関
与していることが示唆されているが、その詳
細は不明であった。 
(2) 骨髄における神経外胚葉系細胞の役割と
その異常による造血障害の可能性：骨髄中で、
神経外胚葉関連と考えられるネスチン陽性
のストローマ細胞の存在が確認されており、
造血幹細胞ニッチを形成していることが報
告されている。一方、神経外胚葉系由来と考
えられるグリア細胞繊維性酸性タンパク質
（GFAP）陽性細胞が、造血幹細胞の細胞周
期を休止期にとどめる役割を果たすことも
報告されている。これらの細胞に焦点を当て
ることで、骨髄環境異常による造血障害の機
序を知る手がかりが得られるかもしれない、
と考えられた。 
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２．研究の目的 
(1) MDS患者骨髄におけるネスチン陽性ある
いは GFAP 陽性の神経外胚葉由来の造血支
持細胞（NGC）に異常が生じているか、生じ
ているとすればどのような異常が生じてい
るかを調べる。 
(2) もし NGC が障害を受けている証拠が得
られれば、MDS クローン細胞に由来する
NGC障害因子を同定する。 
(3) ネスチン発現造血支持細胞において
Notchシグナル活性が低下するマウスを作製
し、このマウスにおける造血障害を観察する。 
 
３．研究の方法 
(1) MDSおよび骨髄浸潤陰性の悪性リンパ腫
（コントロール）骨髄生検検体を用いた、ネ
スチン陽性細胞の解剖学的解析：筑波大学附
属病院病理部で保存されている、MDS およ
び骨髄浸潤陰性であることが明確な悪性リ
ンパ腫の骨髄生検検体について、ネスチン、
血管内皮細胞マーカー等を中心とする免疫
染色を行った。抗ネスチン抗体は、脳腫瘍な
どの病理診断のために病理部で日常的に染
色しているものを用いた。また、非脱灰標本
も染色するため、新たに採取する骨髄生検検
体の一部から凍結切片を作製して免疫染色
に用いた。 
(2) ネスチンプロモーター下で Creを発現す
る Nestin-Creマウス、及び タモキシフェン
誘導によりネスチンプロモーター下でCreを
発現する Nestin-CreERT2 マウス（京都大
学・影山博士より供与）を、Cre作動下に GFP
を発現するトランスジェニックマウスと交
配した（それぞれ Nestin-CreGFP マウス、
Nestin-CreERT2GFP マ ウ ス ） 。
Nestin-CreGFP マウス骨髄の免疫染色を行
い、ヒトにおけるネスチン陽性細胞と、マウ
スにおける GFP 陽性細胞との解剖学的解析
結果を比較した。また、これらのマウスは、
(3)のマウス作製に使用した。 
(3) Nestin-CreGFP マ ウ ス 、 及 び
Nestin-CreERT2GFP マウスと RBP-Jκ
flox/floxマウス（京都大学・本庶博士より供与）
を交配し、ネスチンプロモーター下、あるい
はタモキシフェン誘導によりネスチンプロ
モーター下で RBP-Jκを欠損するマウス
（Nestin-CreGFP・RBP-Jκflox/flox マウス、
Nestin-CreERT2GFP・RBP-Jκ flox/flox マウ
ス）を作製した。これらのマウスは、移植実
験にも利用できるよう C57Bl/6 バックグラ
ウンドにした。Nestin-CreGFP・RBP-Jκ
flox/floxマウスは、胎生第 19日目までに死亡し
たため、胎仔の病理学的解析及び胎仔肝の造
血細胞及び造血支持細胞を解析した。
Nestin-CreERT2GFP・RBP-Jκflox/floxマウス
は生後 4-8週に達した時点でタモキシフェン
を投与し、経時的に造血能を観察した。 
 
４．研究成果 
(1) ヒトコントロール骨髄及び MDS 患者由
来骨髄における、ネスチン陽性細胞の解剖学
的解析：コントロール骨髄では、少数の紡錘
形を呈する細胞がネスチン陽性細胞として
同定された。ネスチン陽性細胞は、血管壁を
構成細胞として描出されたが、CD34 あるい
はCD31陽性の血管内皮細胞とは明確に異な
り、血管内皮細胞と隣接して血管壁を構成し
ている様子が観察された（図１）。一方、MDS
患者骨髄では、類縁形のネスチン陽性細胞が
多数観察された。MDS 患者骨髄では、紡錘
形のネスチン陽性細胞は減少しており、特に
血管内皮細胞と隣接しながら血管壁を構成
している像が観察されず、ネスチン陽性細胞
を含む解剖学的組織構築が破壊されている
可能性が示唆された。以上の観察結果は、
MDS における造血支持細胞の異常を具体的
に可視化したという点で、極めて新規である。 
（図１）コントロール（骨髄浸潤のない悪性
リンパ腫患者）骨髄におけるネスチン陽性細
胞と血管内皮細胞との相互関係（CD31 [赤]、
ネスチン [緑]） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) Nestin-CreGFPマウス骨髄において、少
数の紡錘形細胞が GFP 陽性を呈した。コン
トロールヒト骨髄におけるネスチン染色と
同様、血管内皮細胞とはGFPが陰性であり、
GFP 陽性の紡錘形細胞と CD34 陽性の血管
内皮細胞とは、隣接しながら血管壁を構築し
ていた。以上から、ヒト・マウスのいずれで
も、正常骨髄において血管内皮細胞と隣接す
る紡錘形の細胞がネスチンを発現している
ことが明らかになった。ネスチン陽性造血支
持細胞が造血幹細胞ニッチとして機能する
ことが過去に報告されていることから、今回
の研究により骨髄の造血幹細胞ニッチが具
体的に可視化されたものと考えられる。 
(3) Nestin-CreGFP・RBP-Jκflox/floxマウス及
び Nestin-CreERT2GFP・RBP-Jκflox/floxマ
ウスの解析：Nestin-CreGFP・RBP-Jκflox/flox
マウスは胎生 16 日目以降に致死であった。
死亡したマウスは脳に著明な出血を来して
いた。また、造血障害を示唆する体表所見を
呈していた。胎生 12-14日目の胎仔肝由来の
細胞を半固形培地で培養した結果、コロニー
形性能はコントロールマウスと差がなく、障
害を受けていないことが明らかになった。一
方、ネスチン陽性細胞は主に CD45陰性の非
造血細胞分画に認められた。ストローマ細胞
が含まれる CD45陽性細胞の中でも特に p75
陽性細胞では GFP 発現率が高く、ネスチン
陽性細胞はp75陽性細胞分画に濃縮されてい
た。このため、p75陽性細胞をフローサイト
メトリーで分離し、網羅的発現解析を行った。
この結果は現在解析を継続している。一方、
Nestin-CreERT2GFP・RBP-Jκflox/floxマウス
は、タモキシフェン投与依存性に一部の骨髄
細胞で RBP-Jκ遺伝子が欠失しており、目的
とするマウスが得られたものと考えられた。
このマウスの造血能は現在解析を継続して
いる。 
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